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　 　 【摘要】 　 目的　 评价右美托咪定对大鼠离体肺缺血－再灌注损伤（ＬＩＲＩ）时受体相互作用蛋白

激酶 ３（ＲＩＰＫ３） ／混合系列蛋白酶样结构域（ＭＬＫＬ） 介导的肺组织细胞程序性坏死的影响。 方

法　 成年雄性 ＳＤ 大鼠 ７２ 只，采用随机数字表法随机分成三组（ｎ ＝ ２４）： 缺血－再灌注损伤组（ ＩＲ
组）、右美托咪定组（ＤＥＸ 组）和对照组（Ｃ 组）。 ＩＲ 组采用 ＩＬ⁃２ 型离体肺灌流系统建立大鼠离体

ＬＩＲＩ 模型； ＤＥＸ 组在复灌开始时于灌流液中加入右美托咪定 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；Ｃ 组只通气和灌流。 测定

大鼠肺组织湿 ／干重比（Ｗ ／ Ｄ），光镜下观察肺组织病理学并测定肺泡损伤率（ ＩＡＲ）。 测定灌流液中

超氧化物歧化酶（ ＳＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分别检测肺组织中 ＲＩＰＫ３ 和

ＭＬＫＬ 蛋白含量。 结果　 与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组和 ＤＥＸ 组肺组织 Ｗ／ Ｄ、ＩＡＲ 和灌流液中 ＭＤＡ 含量均明

显升高（Ｐ＜０ ０５），而灌流液中 ＳＯＤ 活性均明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＤＥＸ 组肺组织 Ｗ／ Ｄ、
ＩＡＲ 和灌流液中 ＭＤＡ 含量均明显降低（Ｐ＜０ ０５），而灌流液中 ＳＯＤ 活性明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 光镜

显示 ＩＲ 组肺组织形态学结构发生明显损伤，而 ＤＥＸ 组则明显减轻。 与 Ｃ 组比较，ＩＲ 组和 ＤＥＸ 组肺

组织 ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋白含量均明显升高（Ｐ＜０ ０５）；与 ＩＲ 组比较，ＤＥＸ 组肺组织 ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ
蛋白含量均明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 结论　 右美托咪定可通过抑制 ＲＩＰＫ３ ／ ＭＬＫＬ 介导的肺组织细胞程

序性坏死来减轻大鼠离体肺缺血－再灌注损伤。
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　 　 在某些细胞内可发生具有一定分子基础的、可
调控的细胞坏死，这种细胞死亡方式被称之为程序

性坏死［１］。 程序性坏死在炎症、免疫、缺血－再灌注

损伤等病理生理过程中均可发挥重要作用［２］。 右

美托咪定是一种高选择性 α２ 肾上腺素能受体激动

药，可对缺血－再灌注的离体肺脏具有保护作用［３］，
但其对受体相互作用蛋白激酶 ３（ＲＩＰＫ３） ／混合系

列蛋白酶样结构域（ＭＬＫＬ）介导的肺组织细胞程序

性坏死有无影响尚需进一步研究。 因此，本研究采

用大鼠离体肺缺血－再灌注损伤（ＬＩＲＩ）模型，探讨

右美托咪定对 ＲＩＰＫ３ ／ ＭＬＫＬ 介导的肺组织细胞程

序性坏死的影响，以期为相关研究提供参考。

材料与方法

主要仪器及试剂 　 ＲＷＤ４０７ 型小动物呼吸机，
ＩＬ⁃２ 离体肺灌流系统，１０１⁃１Ａ 电热恒温鼓风干燥

箱，ＢＸ５３ 光学显微镜，ＨＴ７７００ 型电子透射电镜，
ｍｉｎｉ⁃ｐ４ 型电泳仪、电转仪；右美托咪定注射液（批
号： １８０５１７ＢＰ）；大鼠丙二醛（ＭＤＡ）和超氧化物歧

化酶（ＳＯＤ）检测试剂盒，ＲＩＰＫ３ 一抗，ＭＬＫＬ 一抗，
甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）一抗，二抗工作液。

实验动物与分组　 成年健康清洁级雄性 ＳＤ 大

鼠 ７２ 只，２５０ ～ ３２０ ｇ，饲养温度 ２２ ～ ２５ ℃，相对湿度

５５％～６０％，自由饮水摄食。 采用随机数字表法将大

鼠随机分为 ３ 组，每组 ２４ 只。 对照组（Ｃ 组）大鼠在

ＩＬ⁃２ 离体肺灌流系统内维持肺正常工作 １５０ ｍｉｎ；缺
血－再灌注组（ＩＲ 组）大鼠按照上述离体 ＬＩＲＩ 模型进

行实验；右美托咪定处理组（ＤＥＸ 组）在复灌开始时

于离体灌流液中加入右美托咪定 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
模型制备　 参照文献［４］介绍的方法制备大鼠

离体 ＬＩＲＩ 模型。 腹腔注射 ３％戊巴比妥钠溶液 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ，取颈部正中切口，气管内插管，机械通气。
前正中切口开胸后，分离肺动脉干，套 １ 号丝线，暂
不结扎，向左心室注射肝素钠１ ０００ Ｕ ／ ｋｇ，在右心室

横向切口，经右心室向肺动脉干插入导管，结扎固

定，左心室靠近心尖位置，纵向切口，导管经左心室

开口，插入至左心房，用 １ 号丝线，在左心室开口处，
连同导管一起结扎，形成一个闭合回路，向肺动脉

灌注优化的 ＫＨ 液。 迅速游离肺组织，置入 ＩＬ⁃２ 离

体肺灌流系统的负压室，切换通气模式，予以负压

通气，并以 １０ ｃｍＨ２Ｏ的恒压进行灌流。 维持 １５ ｍｉｎ
后，停止通气和灌流，停止 ６０ ｍｉｎ 后再给予通气和

灌流，继续通气和复灌 ７５ ｍｉｎ。 实验结束后留取肺

组织以备用。

肺组织湿 ／ 干重比（Ｗ／ Ｄ） 　 取左肺上叶组织，连
续称重 ３ 次，取平均值，即为湿重（Ｗ）。 烘干后连续

称重 ３ 次，取平均值，即为干重（Ｄ）。 计算 Ｗ／ Ｄ。
肺组织形态学及肺泡损伤率（ ＩＡＲ） 　 １０％甲醛

溶液将左肺下叶固定。 常规行石蜡包埋，切片，ＨＥ
染色，光学显微镜下进行观察。 按照文献［５］的方

法测定 ＩＡＲ。 肺泡损伤定义为： 肺泡充血、出血、空
间或血管壁中中性粒细胞浸润 ／聚集、肺泡壁厚度

和透明度形成。
肺组织超微结构变化　 取 ２ ５％戊二醛溶液固

定的左肺上叶组织约 １ ｍｍ×１ ｍｍ×１ ｍｍ，再行 １％
锇酸后固定，１％醋酸铀块染，乙醇梯度脱水，丙酮浸

透，包埋聚合，半薄和超薄切片，醋酸铀和硝酸铅双

重染色，透射电镜下观察。
灌流液中 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 含量　 按照试剂盒

说明书的操作说明，采用黄嘌呤氧化酶法测定灌流

液中 ＳＯＤ 活性，采用硫代巴比妥酸法测定灌流液中

ＭＤＡ 含量。
肺组织 ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋白含量 　 取出冷冻

肺组织并解冻，加入单去污剂裂解液裂，冰块上反

复研磨，组织充分匀浆，４ ℃下１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，取上清液。 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 蛋白煮沸

变性。 取各组蛋白样品 ３０ μｇ，十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶电泳，转至聚

偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜。 ６％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，
分别加入 ＲＩＰＫ３ 一抗（１ ∶５００）、ＭＬＫＬ 一抗（１ ∶２００）
和 ＧＡＰＤＨ 一抗（１ ∶ ５００），摇匀后室温反应 １ ｈ。 ４
℃孵育过夜。 ＰＢＳ 洗膜。 加入辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）⁃ＩｇＧ 二抗工作液（１ ∶ ５００），室温反应 １ ｈ。
ＰＢＳ 洗涤 １５ ｍｉｎ×１ 次＋５ ｍｉｎ×４ 次。 混合等体积

Ｂｏｔｔｌｅ １ 和 ２ 与 ＰＶＤＦ 膜共孵育 １ ｍｉｎ 后，曝光、显
影、定影。 Ｘ 射线曝光显影。 使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 扫

描分析系统软件分析数据，以目的蛋白条带灰度值

与 ＧＡＰＤＨ 条带灰度值的比值反映目的蛋白含量。
统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 统计学软件进行分

析。 正态分布计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃
ｔ 检验，组内各时间点的比较采用重复测量方差分

析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

肺组织 Ｗ／ Ｄ、 ＩＡＲ 及灌流液中 ＭＤＡ 含量和

ＳＯＤ 活性 　 与 Ｃ 组比较， ＩＲ 组和 ＤＥＸ 组肺组织

Ｗ／ Ｄ、ＩＡＲ 及灌流液中 ＭＤＡ 含量均明显升高（Ｐ＜
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０ ０５），而 ＳＯＤ 活性均明显降低（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ
组比较，ＤＥＸ 组肺组织 Ｗ／ Ｄ、ＩＡＲ 及灌流液中 ＭＤＡ
含量均明显降低（Ｐ＜０ ０５），而 ＳＯＤ 活性明显升高

图 ２　 三组大鼠肺组织超微结构观察（透射电镜，×１５ ０００）

图 １　 三组大鼠肺组织病理学观察（ＨＥ 染色，×２００）

（Ｐ＜０ ０５）（表 １—２）。

表 １　 三组大鼠肺组织 Ｗ／ Ｄ 和 ＩＡＲ 的比较（ｘ±ｓ）

组别 只数 肺组织 Ｗ／ Ｄ ＩＡＲ （％）

Ｃ 组 ２４ ５ １±０ ８ ４ ７±１ ９

ＩＲ 组 ２４ ８ ２±１ ６ａ ３２ ５±５ ３ａ

ＤＥＸ 组 ２４ ６ ０±１ １ａｂ １５ ６±３ ８ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

表 ２　 三组大鼠灌流液中 ＭＤＡ 含量和 ＳＯＤ 活性的比较

（ｘ±ｓ）

组别 只数 ＭＤＡ 含量（ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ＳＯＤ 活性（ｎＵ ／ Ｌ）

Ｃ 组 ２４ ３ ３±０ ９ １１４ ８±９ ８

ＩＲ 组 ２４ ２２ ５±４ ６ａ ６５ ８±７ ７ａ

ＤＥＸ 组 ２４ １２ ５±２ ６ａｂ ８３ ０±８ ４ａｂ

　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

肺组织形态学　 光镜下，Ｃ 组肺组织结构未见

明显异常；ＩＲ 组肺泡及间质内可见明显的渗出性水

肿，肺间质有大量炎症细胞浸润，肺泡腔可见多量

红细胞，肺泡间隔明显增宽甚至断裂，部分肺泡塌

陷和肺不张；ＤＥＸ 组肺泡间隔增宽，肺泡腔少量红

细胞，间质炎症细胞浸润，肺组织水肿减轻（图 １）。

肺组织超微结构 　 电镜下，Ｃ 组肺组织超微结

构无明显损伤改变；ＩＲ 组肺泡Ⅱ型上皮细胞轮廓不

清，细胞肿胀明显，表面微绒毛明显减少，线粒体肿

胀，板层小体出现空泡，胞核碎裂较多，核固缩，深
染；ＤＥＸ 组肺组织超微结构损伤减轻，肺泡Ⅱ型上

皮细胞轮廓较清晰，细胞肿胀不明显，表面微绒毛

增多，线粒体嵴明显，板层小体增多，胞核完整，染
色质相对均匀（图 ２）。

肺组织 ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋白含量 　 与 Ｃ 组比

较，ＩＲ 组和 ＤＥＸ 组大鼠肺组织 ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋

白含量均明显升高（Ｐ＜０ ０５）。 与 ＩＲ 组比较，ＤＥＸ
组肺组织 ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋白含量均明显降低（Ｐ＜
０ ０５）（图 ３）。

讨　 　 论

本研究使用 ＩＬ⁃２ 型大鼠离体肺灌流系统复制

大鼠离体 ＬＩＲＩ 模型，在给予离体肺停止通气和灌流

６０ ｍｉｎ 后，肺组织病理形态学及超微结构均发生明

显损伤性改变，提示 ＬＩＲＩ 模型制备成功。 本研究参

照文献［３］的方法选择右美托咪定的给药剂量。 本

研究结果显示，给予右美托咪定后，大鼠肺组织

Ｗ／ Ｄ、ＩＡＲ 均下降，病理组织损伤减轻，提示右美托

咪定可减轻大鼠离体 ＬＩＲＩ。
目前，ＬＩＲＩ 机制有多种学说，主要涉及细胞凋

亡、自噬等细胞死亡方式［６］，而关于细胞程序性坏

死的研究甚少。 ＲＩＰＫ３ 是程序性坏死发生发展的关
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　 　 注：与 Ｃ 组比较，ａＰ＜０ ０５；与 ＩＲ 组比较，ｂＰ＜０ ０５

图 ３　 三组大鼠肺组织 ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋白含量的比较

键分子，ＴＮＦ⁃α 可激活细胞膜 ＴＮＦ 受体，引起细胞

内 ＡＴＰ 含量不足，通过激活相应信号通路，从而激

活其下游的 ＭＬＫＬ 使其发生膜转位，使细胞裂解进

而引起大量的损伤相关模式分子，如高迁移率族蛋

白 １ （ＨＭＧＢ１）的释放。 ＨＭＧＢ１ 与细胞表面受体结

合后可介导炎症反应，造成细胞损伤和程序性坏

死［７］。 因此，ＲＩＰＫ３ 和 ＭＬＫＬ 蛋白表达水平可作为

评估程序性细胞坏死的主要指标。 细胞发生程序

性坏死后，氧化应激反应使线粒体释放大量活性

氧，诱发脂质过氧化反应，导致 ＭＤＡ 含量增加，抗
氧化酶 ＳＯＤ 活性降低，引起氧化剂和抗氧化剂失

衡，最终导致组织损伤加重［８］。 本实验结果提示，
肺组织细胞程序性坏死可能参与了大鼠离体 ＬＩＲＩ，
这为寻找 ＬＩＲＩ 防治的靶点提供了参考依据。

右美托咪定可调节炎症反应，对 ＬＩＲＩ 具有一定

的治疗效果［９］。 本研究结果表明，右美托咪定减轻

离体 ＬＩＲＩ 的作用机制可能与其抑制氧化应激反应、
抑制细胞程序性坏死有关。 其主要原因可能为，肺
缺血－再灌注诱发大量的肺组织细胞内的细胞器发

生不可逆转的损伤，这多因肺组织缺氧引起机体细

胞内氧代谢的增强、电子转移链的形成、ＯＨ－、Ｏ２
－的

大量产生和释放，而大量氧自由基可直接造成肺组

织细胞受损［１０］。 在这个病理生理过程中，产生的大

量氧自由基和炎性因子通过对细胞膜的脂质过氧

化而产生过多的过氧化物，再加上花生四烯酸代谢

所生成的有害物质，进而造成肺组织细胞发生程序

性坏死。
综上所述，右美托咪定可减轻大鼠离体 ＬＩＲＩ，

其机制可能与抑制 ＲＩＰＫ３ ／ ＭＬＫＬ 介导的肺组织细

胞程序性坏死有关。
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